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摘要: 具有超声造影剂和药物载体双重功能的聚乳酸 ( PLA )微泡存在着载药率较低以及不能有效地透过肿瘤
组织等缺点 . 对此, 以 PLA 和卵磷脂为药物载体 , 采用改良的超声复乳法制备载紫杉醇的 PLA 卵磷脂纳米级微泡.
考察了卵磷脂对载药微泡理化特性(包括: 形态、粒径、载药量、包封率和体外释药特性)的影响, 利用 X 射线衍射分析
( XRD)考察了药物在微泡中的状态, 最后在超声介导下对荷瘤小鼠的抑瘤率进行了研究. 结果表明,卵磷脂与 PLA 质量
比为 50 250时可制备得到平均粒径 615 nm、内部空心的纳米级微泡,药物包封率达( 90. 90 5. 79) % , 载药率为( 8. 26
 0. 53) % ,紫杉醇以无定型状态分布在微泡的壳中.微泡的体外药物释放具有缓释、零级释放以及超声介导加快药物释
放的特性,而通过对 H 22 肝癌荷瘤小鼠的实验研究表明,相对于紫杉醇针剂而言, 超声介导下载药 PLA 卵磷脂纳米级
微泡注射剂能减小对小鼠的毒副作用,提高抑瘤率.
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. 而纳米级造影剂 (即粒径小于 1 000
nm 的超声造影剂)较常规造影剂有极强的穿透力.研
究表明,疾病(如肿瘤)状态的血管内皮间隙扩大, 能允
许直径小于 700 nm 的粒子穿过 [ 10] . 而粒径小至 500















用[ 15] ; 且能够完全被人体吸收, 对人体皮肤和体内细
胞膜的渗透性较强, 极适宜在体内降解,且无毒性和免











1. 1 材 料
D, L PLA粘度摩尔质量为 10 000 g/ mol(山东开
元生物材料有限公司) ;二氯甲烷(分析纯,北京化学试
剂厂) ;大豆卵磷脂(广东万凯微生物技术公司) ;泊洛
沙姆 188(德国巴斯夫( BASF)公司) ; 罗丹明 B(天津
光复精细化工研究所) ; 紫杉醇(纯度 99. 9% (质量分
数) , 沈阳天峰生物工程技术公司) ;肝癌小鼠由厦门大
学医学院动物中心提供.
XL 30环境扫描电子显微镜( Philips公司) ; JEM
2100透射电子显微镜(日立公司) ; 激光共聚焦显微镜
(德国莱卡公司) ; Nano ZS纳米粒度 Zeta电位分析仪
( M alv en公司) ;高效液相仪( Waters 公司) ; X pert 型
粉末 X射线衍射仪( Panalyt ical分析仪器公司) ;超声
细胞粉碎仪(宁波新芝生物科技有限公司) ; 超声显像
诊断仪 ( CH ISON 600AG 型 ) ; 超声发射接收装置
( MODEL 5800) .
1. 2 方 法
1. 2. 1 微泡超声造影剂的制备
空白 PLA 微泡超声造影剂通过超声复乳 溶剂挥
发法制备.将 1 mL 0. 01 g/ mL 的碳酸氢钠溶液作为
内水相( W1 ) ,注入 10 mL 溶有不同比例 PLA 和卵磷
脂的二氯甲烷中(油相, O) ,以 200 W 超声波作用 100
s形成油包水( W1 / O)初乳,然后在同样超声波作用下
将初乳注入加有体积分数为 1%吐温 80 的 0. 01 g/
mL 泊洛沙姆溶液 (外水相, W2 )中,形成水包油包水
( W1 / O/ W2 )复乳.将复乳缓慢搅拌 10 h, 以挥发有机
溶剂, 使有机相固化. 8 000 r/ m in 离心并洗涤 2次.收
集沉淀,加入 2 mL 0. 05 g/ mL 甘露醇, 冻干. 载有紫
杉醇和荧光染色剂罗丹明 B 的微泡只需在微泡制备
过程中在有机相中加入二者即可, 其中紫杉醇的质量
浓度为 3 mg/ mL.
1. 2. 2 载药微泡的表征
分别采用扫描电镜和透射电镜对微泡的外部形态







不锈钢柱( 250 mm ! 4. 6 mm, 5 m ) ; 流动相: V (甲
醇) V (水) = 75 25; 流速: 1. 0 mL/ min; 柱温: 25
∀ ;检测波长: 227 nm.精密配置 1~ 100 g / mL 的紫
杉醇的甲醇标准溶液, 15 L 进样, 以峰面积( Y )对标
准溶液浓度( X ) 回归得标准曲线. 精密称取冻干后的
微泡粉末 10 mg 于 5 mL 离心管中, 加入 0. 5 mL 二氯
甲烷,超声使微泡溶解, 再加入 2. 5 mL 甲醇漩涡 10
min, 8 000 r/ min,离心 10 min,取上清液进样 15 L.
测定峰面积, 代入标准曲线计算紫杉醇浓度. 载药率
( Drug loading content, DC) 和包封率 ( Drug entrap









分别对 PLA 微泡和 PLA 卵磷脂载药微泡进行
体外药物释放实验, 并且考察超声对两种微泡体外药
物释放的影响. 精确称取 50 mg 各样品置于 30 mL 离
心管中,加入 10 mL 释放介质(含体积分数为 1%吐
温 80和体积分数为1%甲醇的 pH 7. 4磷酸盐缓冲溶
液) , 漩涡 1 min 后在 37 ∀ 、( 75  5) r/ min 振荡条件
下分别于预定的时间将离心管取出, 8 000 r/ min离心
10 min,取出所有上清液,用高效液相色谱测定释放的
药物浓度,并更新新鲜释放介质,漩涡 1 min 后继续振
荡.其中超声组用超声显像诊断仪 3. 5 MHz R60凸阵
探头以声强 22. 57 mW/ cm
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体质量 20 g 左右 6~ 7周的昆明小鼠, 在前肢腋
下植入常规皮下移植到第 7代的小鼠肝癌 H22(由厦
门大学医学院动物中心提供) , 待荷瘤平均直径达到
0. 8 cm 左右, 选择肿瘤生长良好, 无自发性出血坏死、
瘤周无感染病灶的裸鼠 49只为实验模型, 随机分成 7
组: 1)生理盐水对照组; 2)紫杉醇注射液组; 3) 空白
PLA 卵磷脂微泡注射液组; 4)紫杉醇 PLA 微泡组; 5)
紫杉醇 PLA 微泡/超声组; 6)紫杉醇 PLA 卵磷脂微
泡组; 7)紫杉醇 PLA 卵磷脂微泡超声组. 各组均于瘤
周围皮下注射, 注射剂量相当于紫杉醇剂量 20 mg/
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kg ,每周 3次,注射 2周; 超声组注射后将小鼠瘤周围
去毛,涂上超声耦合剂, 用直径 1. 5 cm 的超声探头
( V306, 2. 25 MHz)对注射区域超声 1 m in. 到治疗第
21天, 处死动物, 去除脂肪组织、皮肤、血液以及污物




对照组平均瘤质量) ! 100% .
实验数据采用 SPSS 16. 0版统计软件进行方差分
析和多个样本均数间两两比较. 数据以均数  标准差
( X  s)表示,总体进行方差分析,两独立样本进行 t检
验, = 0. 05.
2 实验结果




更快,更容易分散.图 1( a, b, c) 显示了卵磷脂与 PLA
的质量比分别为 0 300, 50 250, 300 0时所制得的
颗粒的外部形态.由图 1 可知, 少量卵磷脂的加入, 使
微泡分散效果更好, 微泡尺寸减小;但卵磷脂含量增加
到 100%时, 微泡消失, 表面粗糙粒径为 111 nm 左右
的纳米粒子取而代之(图 1c) . 从图 2 的粒径分布图也
可得知,随着卵磷脂的增加, 微泡的粒径有减小的趋
势,粒径的多分散性也减小, 主要表现在: 不含卵磷脂
的 PLA 微泡在 200 nm~ 2 m 处都有粒径分布;而随
着卵磷脂与 PLA 的质量比从 50 250增加到 150
150, 微泡的粒径集中于 615 nm, 且分布范围减小, 说
明卵磷脂起了稳定纳米级微泡的作用.
另外,卵磷脂含量对微泡的药物 EE 具有显著影
响. 少量卵磷脂提高药物 EE, 卵磷脂含量大于一定程
度时降低药物 EE. 在图 2 所示的各不同质量比的卵
磷脂与 PLA 制备的微泡中, 卵磷脂与 PLA 质量比在
50 250时,药物 EE 达到 ( 90. 90  5. 79) % ,明显大
于 PLA 微泡 EE( 78. 00  9. 51) % . 在投药量为有机







图 1 不同卵磷脂含量微泡的 SEM 照片
a) PLA微泡; b) PLA 卵磷脂微泡 (质量比为 250
50) ; c) 卵磷脂纳米颗粒
F ig. 1 Scanning electron micr og raph ( SEM ) images o f bub
bles
图 2 卵磷脂变化对微泡药物 EE 和微泡粒径分布的影响
F ig. 2 Var iation o f EE ( cur ve) and bubble size distr ibution
by intensity ( bar) co rr esponding t o different lecithin
propo rtion to PLA o f bubble component
面达到饱和后, 就会流失在外水相中,或者自组装成为
纳米颗粒(如图 1c) , 而紫杉醇也随之流失到外水相
中,药物 EE也随之降低.
2. 2 PLA 卵磷脂微泡的形态
在优化的制备参数和微泡中卵磷脂含量下,所制
得的微泡为粒径 615 nm 的空心微泡, 其分散性良好,





微泡的粒径为 600 nm 左右, 而外周是一层 100 nm 左
右的壳,壳里面的颜色与泡外颜色深浅相近, 表明是空
心结构. 从激光共聚焦显微镜照片图 3c 中, 可以看出
罗丹明的红色为环形的分布,反映了罗丹明的载体层
即 PLA 和卵磷脂为微泡的空心结构.
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图 3 PLA 卵磷脂纳米微泡图
a) 扫描电镜; b) 透射电镜; c) 激光共聚焦
F ig. 3 Images of PLA lecithin nanobubbles
图 4 紫杉醇、空白微泡和紫杉醇微泡的 XRD 图谱
F ig. 4 XRD diag r ams of pur e paclitaxel, empty bubbles and




醇微泡的 XRD图谱,由图 4可知紫杉醇晶体在 2 为






PLA 卵磷脂微泡和载药 PLA 微泡的药物释放特征
基本相似, 在没有超声刺激的情况下基本上属于零级
释放, 没有突释行为, 在第 16 天药物释放率分别为
30. 86%和 38. 45% , 具有缓释效果; 而在超声作用
下, 两种微泡的药物释放都明显增强, 在第 16天分别
达到 56. 47%和 49. 88% .







图 5 载药 PLA 微泡和 PLA 卵磷脂微泡在超声介导下/非
超声介导的体外药物释放曲线
F ig. 5 U ltr asound trig g ered/ w ithout release pr ofile o f drug







与生理盐水组比较, 除空白 PLA 卵磷脂微泡对
照组外,含有紫杉醇的其余各组( c、d、e、g 组)肿瘤质








溃疡现象不明显. 紫杉醇的 PLA 卵磷脂微泡超声组
的 IR为 75. 38%, 比紫杉醇针剂的 IR( 67. 40%)更高;
但 e、f、g 组的 IR 均不如紫杉醇针剂组, 尤其是 f 组





慢.在取瘤前一周停止注射药物, 可能有 PLA 残留在
瘤中,使肿瘤质量增加.
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表 1 H22 肝癌移植瘤在小鼠体内的瘤重和抑瘤率( n= 7)
Tab. 1 H22 tumo r w eight and inhibit ion rat e in mice( n= 7)
组别 瘤质量/ g IR/ %
a 生理盐水组 1. 2865 0. 5992 -
b 空白 PLA 卵磷脂微泡组 1. 3057 0. 6107 -
c 紫杉醇针剂组 0. 4257 0. 2203& 67. 40
d 紫杉醇 PLA 卵磷脂微泡组 0. 7150 0. 3073& , % 45. 24
e 紫杉醇 PLA 卵磷脂微泡超声组 0. 3214 0. 2279& , % , # 75. 38
f 紫杉醇 PLA 微泡组 1. 1357 0. 4761& ,▼ 13. 02
g 紫杉醇 PLA 微泡超声组 0. 6917 0. 2645& , % , & 47. 02
与 a组比较 p> 0. 05; & 与 a组比较 p< 0. 05; %与 c组比较 p > 0. 05; ▼与 c组比较 p< 0. 05;









小于 700 nm, 较易穿透组织, 进入肿瘤内部; 另外, 卵
磷脂由磷酸、胆碱、脂肪酸等成分构成, 能够完全被人
体吸收,对人体皮肤和体内细胞膜的渗透性较强, 极适
宜在体内降解. 因此 PLA 卵磷脂微泡中的卵磷脂被
吸收后,剩下的 PLA容易被组织液渗透, 从而也会加
快 PLA 降解和药物的释放.





药 PLA 卵磷脂纳米级微泡, 这种微泡由于能透过肿
瘤组织的毛细血管, 由瘤周围注射可进入肿瘤内部;微
泡对紫杉醇的 DC 和药物 EE 分别达( 8. 26  0. 53) %
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Preparation of Drug loaded Nanobubbles and Their
Ultrasound mediated Antitumor Effect
LIU Xin x in, WANG Yan ge, ZHU Pei juan, HOU Zhen qing, ZH ANG Qi qing
*
( Resea rch Center o f Biomedical Eng ineering , Colleg e of Mater ials, Xiamen Univer sity, Xiamen 361005, China)
Abstract: Drug lo aded PLA micr obubbles t hat combine properties of ultr asound imaging contr ast ag ent s and drug carr iers suffer
from low encapsulation efficiency and do no t allow effectiv e ex trav asation into tumor tissue. In this paper, paclitax el lo aded PLA leci
thin nanobubbles were developed w ith t he method o f modified ultrasonic double emulsion so lv ent evapor ation techno lo gy . The impact
of lecithin content on phy sical and chemical propert ies of drug loaded bubbles including mo rpholog y, par ticle size, drug lo ading , encap
sulation efficiency and in v itro drug r elease character istics w ere investig ated, encapsulated drug state in the bubbles was detected, and
drug lo aded bubbles combining ultr asound treatment of H22 tumor bear ed mice w as car ried out. The results show ed that the
nanobubbles prepared with t he mass ratio of PLA and lecithin at 250 50 were char acter ized to be inner hollow , t he size was around
615 nm, and the drug lo ading and encapsulat ion efficiency reached ( 8. 26 0. 53) % and ( 90. 90 5. 79) % respectiv ely. X ray diffrac
t ion analysis ( XRD ) show ed paclit axel was amo rphously dispersed w ithin the shell of t he nanobubble. The in vitro drug r elease
show ed retained, zero order r elease and ultrasound tr ig ger ed propert ies. Paclitaxel lo aded nanobubbles combining ultr asound t reat
ment o f H22 tumor beared mice pr esented enhanced antitumor r ate and reduced side effects compared w ith the paclit axel injection.
The results illustrated that the PLA lecithin nanobubbles have gr eat potentia l in tar geted delivery t o tumo r tissue and ultr asound me
diated ant icancer ther apy .
Key words: ultrasound contr ast agent; nano sca led bubble; poly lactid acid ( PLA) lecithin; paclitax el
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